A lteplase (Actilyse or Activase) is the gold standard acute treatment of ischemic stroke 1 and receives attention for hematoma resolution in hemorrhagic stroke. The active principle of Alteplase is the recombinant form of an endogenous protease, tissue-type plasminogen activator (tPA). Its intravascular thrombolytic activity is well known, but less are its multifaceted functions in the central nervous system (CNS). Endogenous tPA is not only released in the blood by endothelial cells but also expressed by many cells within the brain parenchyma ( online-only Data Supplement), and it can act on all cell types of the brain virtually. Endogenous tPA has been involved in an ever-increasing number of brain functions, of which several are highly relevant during and after stroke. Importantly, knowledge on the mechanisms of action of endogenous tPA may hold true for recombinant tPA.
In this review, we provide an up-to-date overview of the current knowledge on the enzymatic or cytokine-like effects of action of tPA in the CNS, its various molecular substrates or receptors, focusing on the processes occurring during and after ischemic or hemorrhagic stroke, including excitotoxicity, apoptosis, blood-brain barrier breakdown, inflammation, axonal damage, and demyelination.
tPA Is More Than a Fibrinolytic Enzyme
tPA is a mosaic protease of 527 amino acids consisting of 5 distinct modules: a Finger domain, an epidermal growth factor (EGF)-like domain, 2 kringle domains (K1 and K2), and a serine protease proteolytic domain. Through these domains, tPA can interact with a variety of binding proteins and receptors in the brain parenchyma, thus extending its functions above the conversion of plasminogen into plasmin ( Figure 1) . tPA is not fibrinolytic by itself. To promote fibrinolysis, tPA activates fibrin-bound plasminogen into plasmin. The binding of plasminogen to fibrin is a necessary step to change its closed conformation to an open form, allowing its cleavage by tPA. 2 The Finger domain of tPA is involved in its binding to fibrin and is necessary to promote fibrinolytic activity at low plasminogen activator concentrations. 3 In the brain, the Finger domain, by interacting with low-density lipoprotein receptor-related proteins (LRPs), supports blood-brain barrier (BBB) crossing, 4 astrocytic clearance, 5 or microglial activation. 6, 7 The EGF-like domain shows homology with EGF and is accordingly thought to mediate the trophic and mitogenic functions of tPA in the brain. [8] [9] [10] [11] O-glycosylation of the EGFlike domain has been shown to promote the hepatic recapture of tPA. 12 The role of the K1 domain in the brain is poorly investigated, but its high mannose-type glycosylation could be involved in uptake processes as shown on liver endothelial cells via mannose receptors. 13 Because of the presence of loops and of a lysine binding site, the K2 domain binds to various proteins in the blood and in the brain parenchyma, including the platelet-derived growth factor-CC, 14 N-methyl-D-aspartate receptors (NMDARs) 15 or high mobility group box-1 protein. 16 In the K2 domain, the Asn184 glycosylation site segregates 2 tPA variants (type I is fully glycosylated, whereas type II lacks glycosylation), 17 which may exert different functions although this remains to be investigated. Interestingly, desmoteplase, the thrombolytic agent used in Desmoteplase in Acute Ischemic Stroke (DIAS) clinical trials, derived from a bat salivary gland, is closely related to tPA but lacks a K2 domain 18 and is accordingly devoid of toxic actions, likely because of the inability to interact with NMDARs. 19, 20 Also, the specific amino acids involved in the backbone structure of the lysine binding site are also key in the ability of tPA to promote excitotoxicity on neurons. 21 The catalytic domain supports the functions of tPA dependent on its protease activity. A specific cleavage at the Arg275-Ile276 peptide bound converts the single-chain form to the 2-chain form, maintained by a disulphide bound. In contrast to the other members of the chymotrypsin family of serine proteases, tPA is active in both its single-and 2-chain forms. However, some functions of tPA are specific to 1 form: for example, only the singlechain form of tPA can promote NMDAR-driven neurotoxicity.
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Role of tPA on the BBB Permeability
Strong experimental and clinical evidence link tPA to BBB damage, with subsequent risks of edema and bleeding [23] [24] [25] (Figures 1 and 2 ). Several mechanisms may contribute to tPA-induced alteration of BBB permeability. These mechanisms are exacerbated with time of oxygen-glucose
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Effects of tPA on NMDAR-Mediated Signaling and Subsequent Neuronal Outcome
Several studies have shown that inhibitors of tPA in the CNS can protect neurons against toxicity induced by the overactivation of NMDARs. [34] [35] [36] This suggested that tPA can promote neurotoxicity by acting on NMDARs. The mechanism of action of tPA on NMDARs has been a subject of debate 37, 38 ( Figures 1 and 3 ), turning around 3 main questions: Is it proteolytic or nonproteolytic? Does it require plasmin generation? Is a coreceptor involved?
It is now established that the enhancement of NMDAR signaling by tPA depends on its proteolytic activity. 22, 39, 40 Both plasmin-dependent and plasmin-independent mechanisms have been reported to sustain the potentiation of NMDAR signaling by tPA, 37, 41, 42 but the most recent studies agree that it can occur independently of plasminogen activation. 22, 39, 43, 44 LRP can act as a coreceptor for tPA. Indeed, tPA would act on a nonplasminogen substrate, engaging LRP receptors, which in turn would enhance Ca 2+ downstream of NMDARs. 45 Whether tPA requires LRP to enhance NMDAR signals could depend on the type of neurons (hippocampal versus cortical), their state of maturation, the kinetic of tPA application or on 
Figure 2.
Mechanisms of tissue-type plasminogen activator (tPA) action on blood-brain barrier (BBB) breakdown. In endothelial cells, tPA activates nuclear factor (NF)-κB signaling through low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP) to induce the synthesis of metalloproteinases matrix metalloproteinase (MMP)-9 and MMP-3, which in turn contribute to enhanced BBB permeability and intracranial bleeding. In perivascular astrocytes, tPA induces the shedding of LRPs, which activates NF-κB and Akt pathways, induces the expression of MMP-9 by perivascular astrocytes, which finally promotes the detachment of astrocyte end-feet processes. tPA effect on perivascular astrocytes can also be mediated by activating the platelet-derived growth factor (PDGF) pathway. tPA interacts with the GluN1 subunit of NMDARs, and as already mentioned, this interaction involves the lysine binding site of tPA K2 domain. 15, 21 Accordingly, desmoteplase, a variant of tPA lacking the K2 domain, does not interact with NMDAR and does not promote NMDAR signaling in cortical cultures. [18] [19] [20] Several groups reported that the cleavage of the amino-terminal domain of GluN1 subunit is necessary for enhancement of NMDAR signaling by tPA (Figure 3) , 47, 48 whereas others did not detect tPA-dependent cleavage of GluN1, despite enhancement of NMDAR function by exogenous tPA in cortical cultures. 45 Plasmin generated by tPA has also been reported to cleave NMDARs, specifically the GluN2 subunit ( Figure 3 ) at 2 sites: Lys317 on GluN2A, which relieves Zn 2+ inhibition (Zn 2+ is a negative allosteric modulator of NMDAR) and thereby increases NMDAR function, 49 and Arg67 on GluN2B, which increases sensitivity of the NMDAR to the coagonist of NMDARs, glycine.
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A recent study showed that only single-chain tPA can promote NMDAR signaling and neurotoxicity in cortical neurons, as well as late phase of long-term potentiation (LTP) in hippocampal neurons. 22 Of note, Actilyse is a mix of single-chain recombinant tPA (90%) and 2-chain recombinant tPA (10%). 22 Studies in transgenic mice overexpressing tPA in neurons (T4 transgenic mice) suggested that tPA can also have neuroprotective effects 9, 44 through a mechanism that is also dependent on the activation of NMDARs and independent on plasmin. The fact that tPA induces toxic or protective effects in neurons could depend on the different subtypes of GluN subunits involved, as well as on their location (synaptic versus extrasynaptic). In fact, exogenous tPA promotes neurotoxicity on cortical neurons by activating extrasynaptic GluN2D-containing NMDARs 51, 52 but leads to a neuroprotective effect by activating synaptic GluN2A-containing NMDARs. 53 tPA may also have opposite effects depending on its concentration, with low concentrations of tPA being protective, 53 and higher concentrations being deleterious, 22, 46 which suggests that there are multiple receptors for tPA with distinct affinities or coreceptors.
Interestingly, tPA can enhance NMDAR activity not only in neurons but also in brain endothelial cells. 54, 55 tPA also seems to play role in neurovascular coupling, an effect involving NMDARs, but the actual mechanisms involved need to be investigated further.
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Effects of tPA on Apoptosis
Several in vitro studies reported antiapoptotic effects of tPA on neurons 10, 28, 58 and oligodendrocytes progenitors. 8 Despite the heterogeneity of the toxic paradigms used in these different studies, they all show that this effect of tPA occurs independently of its proteolytic activity, through the so-called cytokineor growth factor-like effect. A consensus also emerges around the necessary activation of PI3K/Akt pathway for neuroprotection by tPA. 8, 10, 59 Two candidates have been proposed as the receptors mediating the antiapoptotic effects of tPA: annexin II and EGF receptor (Figure 2 ). Annexin II mediates these nonproteolytic effects of tPA in neurons (but the participation of EGF receptor was not addressed), 59 whereas EGF receptor does so in oligodendrocytes progenitors (but the participation of annexin II was not addressed). 8 Through this antiapoptotic effect on oligodendrocytes, tPA sustains the protection of the white matter after experimental ischemic stroke. 8 In contrast to its reported antiapoptotic effects, tPA was shown to play proapoptotic effects on neurons, 60 an effect possibly involving NMDARs and counteracted by the anticoagulant serine protease, activated protein C. 61 However, the mechanisms through which this antiapoptotic effect occurs remain rather controversial. [60] [61] [62] The state of maturation of neurons critically influences whether the effects of tPA are neurotoxic or neuroprotective. Indeed, during cortical development, tPA is toxic to neurons in deep layers (which are mature) through an NMDAR-dependent effect, whereas it protects neurons against apoptosis in superficial layers (which are immature) through an EGF receptor-dependent effect. 63 Thus, it seems that the target of the antiapoptotic effects of tPA is generally immature cells, such as developing neurons or oligodendrocyte progenitors.
tPA and Cerebral Inflammatory Processes
tPA can promote microglial activation (Figure 1 ), independently of plasminogen activation, and via its finger domain interacting with microglial LRP and annexin II. 6, 7, 64 A study using cell-specific tPA knockout mice challenged with kainate injection in the hippocampus revealed a regulatory loop in which neuron-derived tPA activates microglia, which in turn produces additional tPA. This microglia-derived tPA has autocrine, self-proliferative effects on microglia, and paracrine, neurotoxic effects. 65 Data also indicate that annexin II may act in concert with the lectin galectin-1, which has previously been described as a receptor for tPA outside the CNS, 66 to induce microglial activation by activating extracellular signalregulated kinases 1/2 and c-Jun N-terminal kinase pathways and inflammatory responses by activating the Akt pathway. 7 Interestingly, in the context of ischemia-reperfusion, plasmin 67 and tPA 68 have been reported to contribute to neutrophil and leukocyte infiltrations of reperfused tissue. Interestingly, tPA was suggested to have a biphasic action: first, via plasmin and matrix metalloproteinase, the activation would promote neutrophil transmigration and BBB injuries, and then would favor tPA extravasation in the brain, amplifying neutrophil recruitment via nonproteolytic activation of mast cells and lipid mediator release. 68 Similarly, in in vitro models of BBB, tPA was reported to contribute to the adhesion and transmigration of monocytes and T lymphocytes, an effect prevented by blockage of the tPA-NMDAR interaction or of the LRP. 54, 69 Dare are sparse, and additional studies are warranted to determine the actual influence of tPA on brain inflammatory processes.
Role of tPA in Axonal Damage and Regeneration
Fibrin deposits within the CNS can lead to axonal damage and limited capacities of axonal regeneration. tPA might prevent both side effects of fibrin deposits. 70 In fact, tPA is a key regulator of cellular migration and extension of by guest on August 5, 2017 http://stroke.ahajournals.org/ Downloaded from cellular processes during development, by promoting the degradation of extracellular matrix (ECM) and cell adhesions. Similarly, tPA can promote the formation of new axonal varicosities during regenerative processes after axon degeneration. 71 In general, the activation of plasmin by tPA results in the degradation of the ECM toward a more permissive environment for axonal growth. More specifically, in models of spinal cord injury, tPA action on axonal regeneration was shown to involve the degradation of chondroitin sulfate proteoglycans, 72 ,73 a set of ECM proteins with inhibitory action on axon regrowth. Accordingly, tPA activates the chondroitin sulfate proteoglycan-degrading protease, a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin domains-4, thus promoting axonal growth and functional recovery. 74 These effects of tPA could be amplified by the fact that tPA, through its proteolytic activity, can facilitate the migration of macrophages, which in turn may locally release proteases that can degrade ECM components. 75 Unfortunately, because of a low percentage of white matter in the brain of a rodent, these pathways remain poorly investigated in stroke models.
tPA Is Involved in Neuronal Plasticity
Via its ability to activate plasminogen and to regulate metabolism of the ECM, particularly at the growth cone, 76 tPA is surely a crucial regulator of neuronal growth and motility. Indeed, tPA-dependent plasminogen activation was first demonstrated in neuronal cell lines, suggesting that it may have roles in neuronal growth. [77] [78] [79] tPA-mediated neuronal plasticity thus, at least in part, occurs via facilitation of structural changes by degradation of the ECM to establish new or reinforce existing synapses. [80] [81] [82] These effects on neuronal plasticity underline the link between tPA and LTP. Indeed, experimentally induced LTP rapidly induces the transcription of tPA in hippocampal neurons via an NMDAR-dependent mechanism. 83 Accordingly, the treatment of hippocampal slices with tPA enhances the late phase of LTP 84 . Furthermore, transgenic mice overexpressing tPA show an enhanced and prolonged hippocampal LTP, 85 whereas tPA knockout mice show reduced hippocampal 86 and corticostriatal 87 LTP. There are several other mechanisms by which tPA can promote synaptic plasticity. These include binding to and the activation of LRP, leading to protein kinase A activation. 88 Also, recent data show a link between tPA and the neurotrophin brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in hippocampal LTP. In hippocampal neurons, tPA, plasminogen, and pro-BDNF are copackaged in dense-core granules that can be efficiently recruited into active spines and can undergo activity-dependent release. 89 Plasmin, generated by tPA, is necessary for late phase of LTP and cleaves pro-BDNF to its active form mBDNF 90 that is known to promote the conversion of early to late hippocampal LTP. 91 In agreement with this, a study 92 demonstrated that high-frequency stimulation of hippocampal neurons leads to neuronal secretion of tPA, concomitant with an increase in extracellular mBDNF.
tPA, in particular single-chain tPA, could also promote LTP via its ability to enhance NMDAR signaling. 21 To sum up, tPA (of neuronal and astrocytic origin) 93 might promote poststroke recovery, via both plasmin-dependent effects (ECM degradation and BDNF activation) and plasminindependent effects (activation of LRP-induced pathways and enhancement of NMDAR signaling).
Conclusions and Prospects
Research of the past 20 years has changed our image of tPA from a protease with vascular functions to a protease/cytokine with key roles in the brain parenchyma. Compelling evidence shows that tPA exerts multiple and sometimes opposite effects in the CNS, depending on the target cell type and the surrounding environment. Recent advances have explained this variety of effects by the different mechanisms of action of tPA, which are supported by its 5 functional domains and their interaction with their respective binding partners. In animal models of stroke, tPA is mainly reported to display deleterious effects, by promoting excitotoxicity and by enhancing BBB permeability. By contrast, in addition to fibrinolysis, tPA could also have beneficial effects after stroke, as it was reported to display oligotrophic and neurotrophic functions and to promote axonal regeneration and brain plasticity.
Several adjunctive therapies have been investigated in preclinical models to counteract the possible deleterious effects of tPA after stroke. For instance, thanks to the everincreasing knowledge on how tPA might be noxious, such strategies include among other, coadministration of tPA with an antibody targeting the effect of tPA on NMDAR signaling, 94 with annexin-2 to prevent BBB damages, 95 with activated protein C 96 or progesterone 97 to prevent bleeding. Although efficient in preclinical models, the transfer to the clinic of these candidates remains to be established. However, with our ongoing improvement in the comprehension of the molecular mechanisms of action of tPA, as shown in the present review, one can truly expect an optimization of the clinical use of tPA.
A challenging question is whether these effects can be exerted by exogenous recombinant tPA, injected to patients in an attempt to achieve reperfusion. Overall, Alteplase improves the outcome of patients with stroke, 1 despite variable efficiencies of reperfusion, as a function of the cause, size, and location of the clot, as well as the time-to-treatment delay. [98] [99] [100] Clinical evidence of the occurrence of tPA effects shown in animal models is challenging, but it is worth mentioning that after ischemic stroke, exogenous tPA was independently associated with seizure occurrence (a mechanism that involves tPA) 101 and a worse outcome at 3 months in this seizure subgroup of patients. 102 In addition, brain imaging studies evidenced that exogenous tPA indeed promotes BBB leakage in patients with stroke. 24 Similar questions can be asked in the context of hemorrhagic stroke, for which hematoma evacuation with tPA seems safe and efficient, 103 while first preclinical evidence supports proedema, proinflammatory, and proneurotoxic effects in addition to hematoma resolution.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL
Expression of tPA in the brain
In the adult mouse or human brain, tPA mRNA distribution is widespread within the hippocampus, cerebellum, cortex, amygdala, olfactory bulb and in thalamic and hypothalamic nuclei, and the pattern of tPA proteolytic activity generally matches that of tPA mRNA [1] [2] [3] . Endothelial cells are the main source of tPA in the CNS 4 . Nevertheless, in vitro and in vivo data show that neurons also express tPA (mRNA and activity) 2, [5] [6] . It is concentrated at the growth cone during neuritogenesis [7] [8] and locally synthesized in dendrites 9 . It is released from axon terminals by Ca 2+ -dependent exocytosis following neuronal depolarization [9] [10] [11] . tPA expression and/or activity has also been detected in all subtypes of glial cells: astrocytes (in vitro and in vivo 6, [12] [13] [14] , microglial cells (in vitro and in vivo 5, [15] [16] [17] ) and oligodendrocytes (in vivo 18 ). Other sources of tPA in the CNS are perivascular mast cells 17, 19 , pericytes 20 , infiltrating blood cells 21 and blood 22 . Альтеплаза (Актилизе или Активазе) является золо-тым стандартом лечения ишемического инсульта в остром периоде [1] и заслуживает внимания в отноше-нии лизиса гематомы при геморрагическом инсульте. Действующим веществом Альтеплазы является реком-бинантная форма эндогенной протеазы, тканевого активатора плазминогена (ТАП). Его внутрисосу-дистая тромболитическая активность хорошо извес-тна, но менее изучены его многогранные функции в центральной нервной системе (ЦНС). Эндогенный ТАП не только высвобождается в кровь эндотелиаль-ными клетками, но также экспрессируется многими клетками в паренхиме головного мозга (дополнитель-ные данные on-line), и практически он может ока-зывать влияние на все типы клеток головного мозга. Эндогенный ТАП участвует в осуществлении все боль-шего количества функций головного мозга, некоторые из которых являются весьма актуальными во время и после развития инсульта. Важно отметить, что знания о механизмах действия эндогенного тканевого акти-ватора плазминогена могут быть актуальны и в отно-шении рекомбинантного тканевого активатора плаз-миногена.
Supplemental references
В настоящем обзоре мы предоставляем современные данные о ферментативных или цитокин-подобных эффектах действия ТАП в ЦНС, его различных моле-кулярных субстратах или рецепторах, сосредоточив внимание на процессах, происходящих во время и после ишемического или геморрагического инсульта, в т.ч. на эксайтотоксичности, апоптозе, разрушении гематоэнцефалического барьера, воспалении, повреж-дении аксонов и демиелинизации.
ТАП больше, чем фибринолитический фермент ТАП является мозаичной протеазой из 527 амино-кислот, имеющей в своем составе 5 различных модулей: пальцевой домен, эпидермальный фактор роста (ЭФР)-подобный домен, 2 петлевых домена (K1 и K2), и протеолитический домен сериновой протеазы. Посредством этих доменов ТАП может взаимодейство-вать с различными связывающими белками и рецеп-торами в паренхиме головного мозга, таким образом выполняя функции, отличные от простого преобразо-вания плазминогена в плазмин (рис. 1).
Сам по себе ТАП не является фибринолитическим ферментом. Для выполнения фибринолиза ТАП пре-образует связанный с фибрином плазминоген в плаз-мин. Связывание плазминогена с фибрином является необходимым этапом в изменении его закрытой кон-формации в открытую форму, что обеспечивает его рас-щепление с помощью ТАП [2] . Пальцевой домен ТАП участвует в его связывании в фибрином и необходим для обеспечения фибринолитической активности при низкой концентрации активатора плазминогена [3] . В головном мозге пальцевой домен, взаимодействуя с белками, связанными с рецепторами липопротеидов низкой плотности (LRP), обеспечивает проницаемость гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) [4] , клиренс астроцитов [5] или активацию микроглии [6, 7] .
ЭФР-подобный домен гомологичен ЭФР и, соот-ветственно, опосредует трофические и митогенные функции ТАП в головном мозге [8] [9] [10] [11] . Было показа-но, что O-гликозилирование ЭФР-подобного домена способствует повторному захвату ТАП печенью [12] .
Роль домена К1 в мозге плохо изучена, но его высоко маннозный тип гликозилирования может принимать участие в процессах захвата, как это показано в отно-шении эндотелиальных клеток печени через рецепторы к маннозе [13] . Из-за наличия петли и связывающе-го лизин сайта, К2 домен связывается с различными белками в крови и в паренхиме головного мозга, в т.ч. тромбоцитарным фактором роста-CC [14] , рецепторами N-метил-d-аспартата (NMDAR) [15] или с протеином группы белков с высокой подвижностью-1 [16] . В доме-не K2 сайт гликозилирования Asn184 различает 2 вари-анта ТАП (тип I -полностью гликозилированный, тип II -без гликозилирования) [17] , которые могут выпол-нять разные функции, хотя это еще предстоит изучить. Интересно, что десмотеплаза, тромболитический препа-рат, используемый в клинических испытаниях десмотеп-лазы при остром ишемическом инсульте (DIAS), полу-ченной из слюнной железы летучих мышей, по своей структуре очень напоминает ТАП, но в нем нет K2 84 1(37)'2015 ДОСТИЖЕНИЯ НАУКИ: ИНФОРМАЦИЯ ДЛЯ КЛИНИЦИСТОВ домена [18] и, соответственно, он лишен токсических воздействий, скорее всего из-за неспособности взаимо-действовать с NMDAR [19, 20] . Кроме того, специфи-ческие аминокислоты, входящие в основную структуру связывающего лизин сайта, также играют ключевую роль в способности ТАП обеспечивать эксайтотоксич-ность на нейроны [21] .
Каталитический домен поддерживает функ-ции Тап в зависимости от протеазной активности. Специфическое расщепление на связанном пепти-де Arg275-Ile276 преобразует одноцепочечную форму в двухцепочечную, структура которой поддерживается за счет дисульфидных связей. В отличие от других чле-нов химотрипсинового семейства сериновых протеаз ТАП активен в одноцепочечной и в двухцепочечной формах. Тем не менее некоторые функции ТАП явля-ются специфичными для одной из форм: например только в виде одноцепочечной формы ТАП может обеспечивать NMDAR-связанную нейротоксичность.
Роль тканевого активатора плазминогена в проницаемости ГЭБ
Надежные доказательства эксперименталь-ных и клинических исследований свидетельс-твуют о наличии связи между ТАП и повреж-дением ГЭБ с последующим риском разви-тия отека и кровотечения [23] [24] [25] (рис. 1 и 2). В изменении проницаемости ГЭБ, индуцированном действием ТАП, могут участвовать несколько меха-низмов. Эти механизмы усугубляются при увеличении сроков кислород-глюкозной депривации и отсрочки реперфузии [25] . В эндотелиальных клетках ТАП инду-цирует синтез металлопротеиназ, матриксной метал-лопротеиназы-9 и матриксной металлопротеиназы-3, которые в свою очередь способствуют повышению проницаемости ГЭБ и развитию внутричерепных кро-воизлияний [26, 27] . В периваскулярных астроцитах ТАП вызывает разрушение LRP [28] , которые активи-руют сигнальные пути нуклеарного фактора-κB [29] и Akt [30] , ведущие к экспрессии матриксной металло-протеиназы-9 [31] . Это, в конечном итоге, способст-вует отщеплению синаптических нервных окончаний отростков астроцитов [28] . ТАП может также оказывать влияние на ГЭБ путем активации сигнального пути фактора роста тромбоцитов-CC в периваскулярных астроцитах [14, 32] (рис. 1 и 2). ТАП также способст-вует расщеплению моноцитарного хемоаттрактантного белка 1 (официально известного как CC-мотив хемокин 2), что приводит к разрушению плотных контактов и, таким образом, повышению проницаемости ГЭБ [33] . Важно отметить, что роль образования плазмина при влиянии ТАП на ГЭБ остается спорной и в последнее время тщательно изучается [25] . Все эти механизмы ассоциированы с повышением проницаемости ГЭБ, и какие из них участвуют в геморрагической транс-формации до сих пор неизвестно. Для преобразования повышения проницаемости ГЭБ, по всей видимости, решающее значение имеет выраженность ишемии. Также считается, что отсрочка введения ТАП, оказы-вает влияние на риск развития кровоизлияния, но это предположение не имеет клинических доказательств.
Влияние тканевого активатора плазминогена на NMDAR-опосредованные сигнальные пути и после-дующие нейрональные исходы В нескольких исследованиях показали, что ингибито-ры ТАП в ЦНС могут защитить нейроны от токсичности, вызванной избыточной активацией NMDAR [34] [35] [36] . Согласно этому предположению, ТАП может спо-собствовать нейротоксичности, действуя на NMDAR. Механизм действия ТАП на NMDAR был предметом споров [37, 38] (рис. 1 и 3), и заключался в реше-нии трех основных вопросов: является ли он протео-литическим или непротеолитическим? Необходимо ли для этого образование плазмина? Участвует ли в про-цессе корецептор? В настоящее время установлено, что усиление сигнального пути NMDAR посредством дейс-твия ТАП зависит от его протеолитической активнос-ти [22, 39, 40] . Приводили данные, что плазмин-зависи-мые и плазмин-независимые механизмы поддерживают потенцирование сигнального пути NMDAR с помощью ТАП [37, 41, 42] , но в самых последних исследованиях пришли к выводу, что это может произойти независимо от активации плазминогена [22, 39, 43, 44] .
LRP может выступать в качестве корецептора для ТАП. Действительно, ТАП будет действовать на неплаз- миногенный субстрат, занимая места связывания для LRP, что в свою очередь будет способствовать сниже-нию Ca 2 + в NMDAR [45] . ТАП требует наличия LRP для усиления сигнальных путей NMDAR, может зави-сеть от типа нейронов (гиппокампальные по сравнению с кортикальными), их зрелости, кинетики применения ТАП или действия астроцитов [39, 44, 46] . Интересно, что в PC12 и n2a нейроно-подобных клетках сигнальные пути ТАП опосредованы через комплекс, состоящий из NMDAR, LRP 1 и рецепторов к тирозин киназе [46] . ТАП взаимодействует с GluN1 субъединицей NMDAR, и, как уже упоминалось выше, это взаимо-действие включает в себя сайт связывания лизина К2 домена ТАП [15, 21] . Соответственно, десмотеплаза, один из типов ТАП без K2 домена, не взаимодействует с NMDAR и не влияет на сигнальные пути NMDAR в кортикальные структуры [18] [19] [20] . В нескольких исследованиях привели данные о том, что расщепле-ние аминотерминального домена субъединицы GluN1 необходимо для усиления сигнальных путей NMDAR под действием ТАП (рис. 3) [47, 48] , в то время как в других исследованиях не обнаружили ТАП-зависимого расщепления GluN1, несмотря на повышение функции NMDAR под действием экзогенного ТАП в кортикальных структурах [45] . Кроме того, приводили данные о том, что образованный под действием ТАП плазмин расщепляет NMDARs, в частности субъеди-ницу GluN2 (рис. 3) в 2 сайтах: Lys317 на GluN2A, которая освобождает ингибирование Zn 2+ (Zn 2+ явля-ется отрицательным аллостерическим модулятором NMDAR) и тем самым увеличивает функцию NMDAR [49] и Arg67 на GluN2B, что повышает чувствитель-ность NMDAR к коагонисту NMDAR глицину [50] .
В недавно проведенном исследовании показали, что только одноцепочечный ТАП может способс-твовать сигнализации NMDAR и нейротоксичности в кортикальных нейронах, а также поздней стадии долгосрочной потенциации (LTP) в гиппокампаль-ных нейронах [22] . Следует отметить, что Актилизе является сочетанием одноцепочечного рекомбинант-ного ТАП (90%) и 2-цепочечного омбинантного ТАП (10%) [22] .
Исследования, проведенные на трансгенных мышах с избыточной экспрессией ТАП в нейронах (транс-генные мыши T4) позволяют предположить, что ТАП также оказывает нейропротективное действие [9, 44] посредством механизма, который также зависит от активации NMDAR и не зависит от плазмина. Токсические или защитные эффекты ТАП в нейронах головного мозга могут зависеть от участия в этих про-цессах различных подтипов субъединиц GluN, а также от их локализации (синаптическая по сравнению с внесинаптической). Действительно, экзогенный ТАП способствует нейротоксичности на нейроны коры головного мозга путем активации NMDAR, содер-жащих внесинаптическую GluN2D [51, 52] и оказы-вает нейропротекторное действие путем активации NMDAR, содержащих синаптическую GluN2A [53] . ТАП может также оказывать и противоположные дейст-вия в зависимости от концентрации, при этом низкая концентрация ТАП может оказывать защитное дейс-твие [53] , а более высокие концентрации -негативное действие [22, 46] , и это позволяет предположить нали-чие нескольких рецепторов ТАП с различным аффи-нитетом или корецепторами.
Интересно, что ТАП может повышать активность NMDAR не только в нейронах, но и в эндотелиальных клетках головного мозга [54, 55] . По всей видимости, ТАП также играет роль в нейроваскулярных связях с учас-тием NMDAR, но фактические механизмы, участвующие в этих связях, требуют дальнейшего изучения [56, 57] .
Влияние тканевого активатора плазминогена на апоптоз В нескольких in vitro исследованиях сообщили об антиапоптозном влиянии ТАП на нейроны [10, 28, 58] и клетки-предшественники олигодендроцитов [8] . Несмотря на гетерогенность парадигм токсичности, использованных в этих исследованиях, все они показы-вают, что этот действие ТАП не зависит от его протео-литической активности и опосредовано т.н. цитокин-подобным или фактор роста-подобным эффектом. В отношении необходимости активации сигнального пути PI3K/Akt для реализации нейропротекции, обус-ловленной действием ТАП, также пришли к общему мнению [8, 10, 59] . В качестве рецепторов, опосреду-ющих антиапоптический эффект ТАП, были пред-ложены два кандидата: аннексин II и рецептор ЭФР (рис. 2). Аннексин II опосредовал непротеолитичес-кие эффекты ТАП в нейронах (но участие рецеп- ДОСТИЖЕНИЯ НАУКИ: ИНФОРМАЦИЯ ДЛЯ КЛИНИЦИСТОВ тора ЭФР не рассматривали) [59] , а рецептор ЭФР опосредовал влияние ТАП на клетки-прешественники олигодендроцитов (участие аннексина II не рассмат-ривали) [8] . Путем этого антиапоптического влияния на олигодендроциты ТАП обеспечивает защиту белого вещества головного мозга после экспериментального ишемического инсульта [8] .
В отличие от зарегистрированных антиапоптоти-ческих эффектов было показано, что ТАП оказывает проапоптическое влияние на нейроны [60] , и в этом процессе принимают участие NMDAR, а противо-действующее влияние оказывает антикоагулянтная сериновая протеаза, активированный протеин C [61] . Однако механизмы, посредством которых этот анти-апоптический эффект реализуется, остаются предме-том споров [60] [61] [62] . Зрелость нейронов имеет реша-ющее значение в реализации нейротоксических или нейропротективных эффектов ТАП. Действительно, в ходе созревания коры, ТАП оказывает токсическое действие на нейроны глубоких слоев коры (зрелые) посредством NMDAR-зависимого эффекта, в то время как защищает от апоптоза нейроны в поверхност-ных слоях (незрелые) посредством ЭФР-рецептор-зависимого эффекта [63] . Таким образом, видимо, антиапоптотический эффект ТАП нацелен на незре-лые клетки, такие как развивающиеся нейроны или клетки-предшественники олигодендроцитов.
ТАП и воспалительные процессы в головном мозге ТАП может способствовать активации микроглии (рис. 1), независимо от активации плазминогена, пос-редством своего пальцевого домена, взаимодейству-ющего с LRP микроглии и аннексином II [6, 7, 64] . В исследовании с использованием мышей со специ-фическим нокаутом ТАП выполняли инъекцию каи-ната в гиппокамп, и выявили регуляторную петлю, по которой ТАП нейронов активирует микроглию, которая в свою очередь дополнительно образует ТАП. ТАП, образованный микроглией, оказывает ауток-ринное самостоятельное пролиферативное влияние на микроглию, а также паракринный нейротокси-ческий эффект [65] . Согласно некоторым данным, аннексин II также может действовать совместно с лектин галектином-1, который ранее был описан как рецептор ТАП за пределами ЦНС [66] , вызывая акти-вацию микроглии путем усиления внеклеточных сиг-нальных путей киназ 1/2 и с-Jun N-концевой киназы, а также индукцию воспалительных реакций путем активации сигнального пути Akt [7] . Интересно, что в контексте ишемии-реперфузии, плазмин [67] и ТАП [68] способствуют инфильтрации тканей, подвергших-ся реперфузии, нейтрофилами и лейкоцитами. Было высказано предположение, что ТАП оказывает двух-фазное действие: во-первых, активация посредством плазмина и матриксной металлопротеиназы, будет 
способствовать трансмиграции нейтрофилов и по-вреждению ГЭБ, а затем в связи с проникновением ТАП в головной мозг, усиливать миграцию нейтрофи-лов с помощью непротеолитической активации тучных клеток и высвобождения липидного медиатора [68] . Кроме того, в моделях ГЭБ in vitro ТАП способствовал адгезии и трансмиграции моноцитов и Т-лимфоцитов, и этот эффект предотвращал блокирование взаимо-действия ТАП и NMDAR или LRP [54, 69] . Необходимо проведение дополнительных исследо-ваний для определения фактического влияния ТАП на воспалительные процессы в головном мозге.
Роль тканевого активатора плазминогена в повреждении и регенерации аксонов
Отложение фибрина в ЦНС может привести к повреж-дению аксонов и снижению возможности регенерации аксонов. ТАП может предотвращать развитие побочных эффектов отложений фибрина [70] . Действительно, ТАП является ключевым регулятором клеточной миграции и клеточных процессов во время развития, способс-твуя клеточной адгезии и разрушению внеклеточного матрикса (ВКМ). Кроме того, ТАП может способство-вать образованию новых разветвлений аксонов во время восстановительных процессов после дегенерации аксо-нов [71] . В целом активация плазмина с помощью ТАП приводит к разрушению ВКМ с целью создания более благоприятной среды для роста аксонов. В моделях повреждения спинного мозга действие ТАП на регене-рацию аксонов был продемонстрировано более специ-фическим образом с разрушением хондроитин сульфа-та протеогликанов [72, 73] , комплекса белков ВКМ, обладающего подавляющим действием на рост аксонов. Соответственно ТАП активизирует протеазу, разрушаю-щую хондроитин сульфат протеогликанов, дизинтегрин и металлопротеазу с тромбоспондином домена-4, и тем самым способствует росту аксонов и функциональному восстановлению [74] . Эти эффекты ТАП можно усилить, поскольку ТАП посредством протеолитической актив-ности способствует миграции макрофагов, которые в свою очередь локально высвобождают протеазы, разру-шающие компоненты ВКМ [75] . К сожалению, в связи с тем, что белое вещество в головном мозге грызунов представлено небольшим количеством, эти метаболи-ческие пути плохо изучены в моделях инсульта.
ТАП участвует в пластичности нейронов
В связи со способностью активировать плазминоген и регулировать метаболизм ВКМ, особенно в конусе роста [76] , ТАП, безусловно, является важным регуля-тором роста и подвижности нейронов. Действительно, ТАП-зависимая активация плазминогена была впервые продемонстрирована в нейрональных линиях клеток, что позволяет предположить его роль в росте нейро-нов [77] [78] [79] . ТАП-опосредованная пластичность нейро-нов при этом, по меньшей мере, частично обусловлена упрощением структурных изменений вследствие разру-шения ВКМ с образованием новых или укреплением уже существующих синапсов [80] [81] [82] . Эти эффекты ней-рональной пластичности подчеркивают наличие связи между ТАП и LTP. Действительно, экспериментально индуцированная LTP быстро вызывает транскрипцию ТАП в нейронах гиппокампа посредством NMDAR-зависимого механизма [83] . Соответственно, обработ-ка срезов гиппокампа ТАП усиливает позднюю фазу LTP [84] . Кроме того, у трансгенных мышей с гиперэкс-прессией ТАП выявили более прочную и продленную гиппокампальную LTP [85] , в то время как у мышей с нокаутом ТАП отметили снижение гиппокампаль-ной [86] и кортикостриарной [87] LTP. Существует ряд других механизмов, посредством которых ТАП может способствовать синаптической пластичности. К ним относятся связывание и активация LRP, что приводит к активации протеинкиназы А [88] . Кроме того, послед-ние данные демонстрируют наличие связи между ТАП и нейротрофином нейроторофического фактора голов-ного мозга (BDNF) в длительной потенциации (LTP) гиппокампа. В нейронах гиппокампа ТАП, плазминоген и про-BDNF находятся в гранулах с плотным центром, которые легко перемещаются в активные шипы и высво-бождаются в зависимости от активности нейронов [89] . Плазмин, образованный под действием ТАП, необходим для поздней стадии LTP и расщепляет про-BDNF в его активную форму mBDNF [90] , которая, как известно, содействует конверсии ранней LTP гиппокамапа в поз-днюю [91] . В соответствии с этим в одном исследова-нии [92] показали, что высокочастотная стимуляция нейронов гиппокампа приводит к секреции ТАП ней-ронами, одновременно с увеличением внеклеточного содержания mBDNF.
ТАП, в частности одноцепочечный ТАП, также может содействовать LTP посредством способности к усилению активации сигнального пути NMDAR [21] .
Подводя итог, ТАП (нейронального и астроцитар-ного происхождения) [93] может содействовать вос-становлению после инсульта путем плазмин-зависи-мого действия (разрушение ВКМ и активация BDNF) и плазмин-независимого действия (активация LRP-индуцированных метаболических путей и усиление сигнальных путей NMDAR).
■ ВЫВОДЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Исследования, проведенные за последние 20 лет, изменили наше представление о ТАП от протеазы с сосудистыми функциями до протеазы/цитокина с ключевыми ролями в паренхиме головного мозга. Убедительные доказательства свидетельствуют о нали-чии у ТАП многочисленных и иногда противополож-ных эффектов в ЦНС в зависимости от типа клетки-мишени и окружающей среды. Благодаря последним достижениям в науке удалось объяснить, что это раз-нообразие эффектов обусловлено различными меха-низмами действия ТАП, которые поддерживаются его 5 функциональными доменами и их взаимодействи-ем с соответствующими субстратами для связывания. В моделях инсульта у животных ТАП оказывал небла-гоприятное влияние, путем содействия эксайтотоксич-ности и повышению проницаемости ГЭБ. В отличие от этого в дополнение к фибринолизу ТАП также ДОСТИЖЕНИЯ НАУКИ: ИНФОРМАЦИЯ ДЛЯ КЛИНИЦИСТОВ может оказывать благоприятное воздействие после инсульта посредством олиготрофных и нейротрофи-ческих функций, а также способствовать регенерации аксонов и пластичности головного мозга.
В доклинических исследованиях были изучены несколько дополнительных препаратов, способных ока-зать противодействие возможным вредным эффектам ТАП после инсульта. Например, благодаря постоянно растущему числу доказательств негативного воздействия ТАП, новые стратегии лечения предусматривают совмест-ное применение ТАП с антителом, нацеленным на дейс-твие ТАП на сигнальный путь NMDAR [94] , с аннекси-ном-2 для предотвращения повышения проницаемости ГЭБ [95] , с активированным протеином С [96] или прогестероном [97] для предотвращения развития кро-вотечений. Несмотря на эффективность в доклиничес-ких моделях, трансляция результатов использования этих препаратов в клиническую практику является слож-ной задачей. Тем не менее в связи с постоянным улуч-шением понимания молекулярных механизмов действия ТАП, как показано в настоящем обзоре, можно дейс-твительно ожидать оптимизации использования ТАП в клинической практике.
Главный вопрос заключается в том, оказывает ли эти эффекты экзогенный рекомбинантный тканевой активатор плазминогена, который вводят пациентам с целью реперфузии. В целом альтеплаза улучшает исхо-ды у пациентов с инсультом [1] , несмотря на различную эффективность реперфузии в зависимости от причины, размера и локализации тромба, а также увеличение вре-мени до начала лечения [98] [99] [100] . Демонстрация кли-нических признаков развития эффектов ТАП на модели животных является сложной задачей, но стоит отметить, что после ишемического инсульта экзогенный ТАП был независимо ассоциирован с развитием судорог (меха-низм, в котором участвует ТАП) [101] и ухудшением исхода через 3 месяца в подгруппе пациентов с судоро-гами [102] . Кроме того, исследования с проведением нейровизуализации головного мозга свидетельствуют о том, что экзогенный ТАП действительно способс-твует повышению проницаемости ГЭБ у пациентов с инсультом [24] .
Подобные вопросы можно задавать в контексте геморрагического инсульта, при котором эвакуация гематомы с помощью ТАП, по-видимому, является безопасным и эффективным методом лечения [103] , в то время как первые доклинические данные под-тверждают наличие отечного, провоспалительного и нейротоксического эффектов в дополнение к рассасы-ванию гематомы [104] .
ЛИТЕРАТУРА
